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摘要 :， 磷 转运 蛋白 1 (phosphate transporter 1, PHTI) 家 族 在 植物 对 磷 的 吸收 及 再 利用 过 程 中 发 挥 重 要 作用 。 
本 研究 对 菠萝 PHTI (AcoPHTIH) 家 族 成 员 进 行 全 基因 组 鉴定 ， 并 对 基因 结构 、 编 码 蛋白 保守 功能 域 和 基因 
表达 进行 了 分 析 。 结 果 表 明 : 共 鉴 定 到 9 个 AcoPHT! 基因 ， 位 于 基因 组 7 个 连锁 群 上 ， 所 有 基因 均 含 有 
1~3 个 内 含 子 ， 内 含 子 相位 类 型 多 样 。 除 AcoPHT1.8 外 ，AcoPHTI1 蛋白 均 为 碱 性 蛋白 ， 所 有 蛋白 属于 亲 
水 性 蛋白 ， 且 含有 10~13 个 跨 膜 功能 域 ， 均 具有 保守 的 PHTI1 蛋白 标签 序列 GGDYPLSATIxSE， 主 要 定位 
于 叶绿体 、 细 胞 质 中 。AcoPHTI1 蛋白 育 类 在 单子 叶 植 物 组 和 单 双 子叶 植物 混合 组 中 ， 相 对 于 拟 南 芥 ， 水 稻 
PHT1 与 菠 葛 PHT1 相似 度 更 高 。AcoPHTI1 基因 启动 子 区 含有 P1BS、W-box 等 与 磷 吸 收 和 响应 胁迫 有 关 的 
多 个 顺 式 作 用 元 件 。 靶 基因 预测 分 析 显 示 ,4coPB71.2、.4coPBFT71.8 和 AcoPHT1.9 等 3 个 基因 受 多 个 miRNA 
调控 。AcoPHTI1 基因 表达 存在 组 织 特异 性 和 功能 元 余 性 ， 不 同 PAT 基因 可 能 在 菠萝 不 同 组 织 或 发 育 阶段 
发 挥 作用 。 研 究 结果 为 菠 葛 PHT1 家 族 基 因 的 功能 鉴定 和 育种 应 用 葛 定 理论 基础 。 
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中 图 分 类 号 ，Q943 ”文献 标识 码 : A 


Genomic identification and characterization analysis of the phosphate 


transporter 1 family gene in pineapple 
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Abstract: The phosphate transporter 1 (PHT 1) protein family plays pivotal roles in the uptake and re-mobilization 
of inorganic phosphate by plants. In this study, the analysis of whole genome-wide sequence of PHT1 genes in 
pineapple (Ananas comosus) was conducted, and the gene structure, encoding protein conserved domain and gene 
expression were further investigated. The results were as follows: Nine PHT1 (AcoPHT1) genes of pineapple, 
which are located in seven linkage groups and contained one to three introns with various intron phase types, were 
identified. Except for AcoPHT1.8, AcoPHT1 proteins are all basic proteins, and all the AcoPHT1 proteins are 
hydrophilic and contain 10 to 13 transmembrane domains, which have conserved PHT1 protein tag sequence 
GGDYPLSATIXSE, and is mainly located in chloroplasts, cytoplasm and other organelles. AcoPHT1 protein 
clusters were found in monocotyledons group and monocotyledons and dicotyledons mixed group, and compared 


to Arabidopsis thaliana, AcoPHT1s proteins have higher similarity with rice PHT1 proteins. The promoter region 
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of AcoPHT1 gene contains a large number of PIBS, W-box and other cis-acting elements, which are related to 
phosphorus absorption and response to stress. Prediction analysis showed that three genes, AcoPHT1.2, 
AcoPHT1.8 and AcoPHT1.9 were regulated by multiple miRNAs. The expression of AcoPHT1 gene have 
tissue-specific and functional redundancy, and different PHTI genes may play a role in different tissues or 
development stages. The results laid a theoretical foundation for functional identification and breeding application 
of PHT1 family genes in pineapple. 
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BE (phosphorus, P) 是 生命 体重 要 组 成 元 素 之 一 ， 在 植物 生命 代谢 活动 中 发 挥 着 必 不 可 少 的 作用 。 植 
物 通过 根系 从 土壤 中 吸收 磷酸 盐 形 式 的 磷 元 素 ， 土 壤 缺 磷 严 重 影响 植物 的 生长 代谢 ， 是 限制 作物 高 产 的 重 
HAR (Abel et al.,，2002)。 为 提高 对 磷 的 吸收 能 力 ， 植 物 采 取 一 系列 策略 进行 应 对 ， 其 中 磷 转 运 蛋 白 1 
(phosphate transporter, PHT1) 为 高 亲和力 的 磷 转 运 因 子 ， 在 低 磷 条 件 下 对 土壤 磷 的 吸收 起 关键 作用 〈Gu 
et al., 2016)。 自 拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) PHTI 基因 首次 被 克隆 鉴定 (Muchhal et al., 1996) 以 来 ， 
前 拟 南 芥 (Mudge et al., 2002), 7K #% (Oryza sativa) (Liu et al., 2011), XK (Glycine max) (Fan et al., 2013), 
#8 Hi ( Solanum lycopersicum (Chen et al., 2014), 4444 (Solanum tuberosum) (Liu et al., 2017). #44 (Populus 
trichocarpa) (Zhang et al., 2016). 3458 (Malus domestica) (Sun et al., 2017) 等 多 个 物种 的 PHT1 家 族 基 
HERRE. UA ARIEL CPiriformospora indica) 的 高 亲和力 磷酸 转运 蛋白 是 首 个 被 解析 的 PHTI 唱 
体 结构 (Pedersen et al., 2013). 
系统 发 育 研究 表明 ， 植 物 PHT1 为 主要 促进 子 超 家 族 (major facilitator superfamily, MFS) 典型 的 
phosphate: H'* 同 向 转运 子 (Liu et al., 2011), 与 酵母 PHO84 磷 转 运 蛋 白 同 源 , 存在 糖 转运 功能 域 (PF00083 )， 
具有 12 个 保守 的 跨 膜 功能 域 (transmembrane domains，TM)、 亲 水 性 N 端 和 C 端 以 及 TM6 和 TM7 之 间 
的 亲 水 环 结构 (Muchhal et al., 1996)。 过 表达 拟 南 芥 PE77.7 增加 了 植物 对 磷 的 吸收 (Wang et al., 2014). 
PHT) 基因 的 上 调 表达 增加 了 根 际 磷 的 吸收 和 转运 (Raghothama, 1999). ERRERA% F, AtPHT1.1 和 
AtPHT1.4 在 植物 根 与 土壤 接触 面 上 的 表皮 、 根 毛细 胞 和 根 冠 细胞 中 高 度 表 达 (Mudge et al., 2002), AtPHT1.8 
和 AtPHT1.9 在 磷 素 由 根 到 茎 的 转运 过 程 中 起 作用 (Lapis-Gaza et al., 2014). OsPHT1.6 编码 高 亲 和 磷 转运 
和 蛋白， 在 初生 根 、 侧 根 的 表皮 和 皮层 细胞 中 表达 ， 在 水 稻 的 磷 吸 收 和 转运 中 起 作用 ， 而 OsPHT1.2 编码 低 
亲和力 磷 转 运 蛋 白 , 定位 于 初生 根 和 侧根 的 中 柱 中 , 负责 磷 的 转运 (Ai et al., 2009). AAA bal HRC Pal Carbuscular 
mycorrhizal fungi, AMF) 通过 诱导 真菌 PAT! 和 植物 PAT) 表达 提高 植物 磷 吸 收 (Javot et al., 2007; Walder 
et al., 2015). 
H (Ananas comosus) 属于 凤梨 科 凤梨 属 多 年 生 单子 叶 植 物 ， 是 产量 仅 次 于 香花 和 兰 果 的 第 三 大 热 
带 水 果 作物 。 目 前 ， 多 个 物种 PAT] 家 族 基 因 已 被 研究 ， 而 关于 菠 葛 PHT1 家 族 基 因 的 研究 鲜 见 报道 。 菠 
葛 基 因 组 数据 的 公布 Ming et al., 2015) Jy PAT] 家 族 的 全 基因 组 鉴定 提供 了 可 能 。 本 研究 利用 生物 信息 
学 方法 对 落 葛 PAT) 家 族 基 因 进 行 鉴定 ， 并 对 PAT] 家 族 成 员 基 因 结 构 、 氮 基 酸 保守 基 序 、 聚 类 和 基因 组 
织 特异 性 表达 进行 分 析 ， 研 究 结 果 可 为 菠 葛 中 磷 利 用 机 制 的 前 明和 新 品种 选 育 提供 参考 。 


1 材料 与 方法 


1.1 菠萝 PHT1 家 族 成 员 的 鉴定 

以 拟 南 芥 和 水 稻 PAT] 家 族 成 员 和 蛋白 序列 作为 查询 序列 ， 搜 索 菠 葛 基 因 组 蛋白 数据 库 ， 使 用 NCBI 在 
线 工 具 CDD 和 SMART 软件 进行 蛋白 功能 域 分 析 ， 另 除 不 含 糖 转运 功能 域 (PF00083) 的 序列 。 
1.2 菠萝 PHT1 家 族 成 员 序 列 分 析 
点 用 ProtParam 工具 计算 蛋白 序列 理化 特征 , 使 用 TMpred 程序 预测 蛋白 跨 腊 区域, 使 用 WoLF PSORT 
工具 预测 蛋白 亚 细 胞 定位 。 使 用 GSDS 软件 绘制 基因 外 显 子 和 内 含 子 结构 示意 图 ， 使 用 MEME 在 线程 序 
预测 氨基 酸 保守 基 序 ， 搜 索 基 序数 目 为 10， 其 他 参数 默认 。 
1.3 PHT1 家 族 序列 比 对 及 进化 分 析 


使 用 MEGA 7.0 选择 最 大 似 然 法 和 邻接 法 构建 系统 聚 类 树 ， 主 要 参数 步 长 为 1 000, 替代 模型 为 泊 松 模 


对 拟 南 芥 、 水 稻 和 菠 葛 PHT1 蛋白 序列 相似 性 进行 分 析 。 
1.4 基因 启动 子 区 特征 分 析 


型 , 空位 缺失 数据 的 处 理 为 部 分 删除 。 使 用 EvolView 软件 绘制 聚 类 树 。 使 用 序列 相似 性 分 析 工 具 Circoletto 


从 菠萝 基因 组 数据 库 下 载 AcoPHTI 基因 转录 起 始 位 点 上 游 1.5 kb 序列 , 使 用 PLACE 软件 对 基因 启动 


子 区 顺 式 作用 元 件 进行 分 析 。 
1.5 miRNA ŽEF PHT! 基因 的 预测 
根据 miRNA 与 其 靶 基 因 的 互补 性 可 预测 miRNA FAREED, 使 
miRNA (Zheng et al., 2016) 的 靶 标 PHT] 基因 进行 预测 。 
1.6 基因 的 组 织 表达 分 析 


a 


JÆ RERE psRNATarget 对 文献 中 菠 葛 


BEY PHTI 基因 转录 组 数据 由 菠萝 基因 组 数据 库 下 载 ， 基 因 组 织 特异 性 表达 取样 部 位 分 别 为 根 、 叶 的 


6 个 片段 、 花 和 果实 的 5 个 成 熟 阶段 。 使 用 Hem 1.0 软件 , 根据 log2(FPKM+1) 值 的 转换 数 


2 结果 与 分 析 
2.1 #8 PHT1 家 族 基 因 的 鉴定 


以 拟 南 芥 和 水 稻 PAT 和 蛋白 作为 查询 序列 搜索 菠萝 蛋白 数据 库 ， 共 获得 9 个 菠萝 PHTI 蛋白 ， 均 含有 


绘制 基因 表达 


保守 的 糖 转运 功能 域 Sugar_tr (PF00083)。 根 据 搜 索 比 对 得 分 , 依次 将 基因 命名 为 AcoPHT1.1-AcoPHT1.9. 
这 9 个 基因 分 别 位 于 连锁 群 (linkage groups, LG)1、3、6、8、14、20 和 22 上。 所 有 成 员 和 氨基酸 数 为 499~602， 
包含 10~13 个 TMD。 除 AcoPHT1.8 为 酸性 蛋白 外 ， 其 他 蛋白 均 为 碱 性 蛋白 ， 等 电 点 为 7.99~9.03。 所 有 和 蛋 
白 平 均 疏 水 指数 为 0.113~0.403 , 均 为 正 值 属 杂 水 性 重 白 蛋白 定位 预测 分 析 显 示 ,AcoPHT1.3\AcoPHT1.6、 


AcoPHT1.7 和 AcoPHT1.9 主要 定位 于 叶绿体 中 ，AcoPHT1.4、AcoPHT1.5 和 AcoPHT1.8 这 主要 定位 于 如 


胞 质 中 ，AcoPHT1.1 和 AcoPHT1.2 主要 定位 于 细胞 膜 上 ， 部 分 蛋白 可 能 定位 于 多 个 细胞 器 中 〈 表 1)。 


表 1 菠萝 PHT 家 族 成 员 信息 
Table 1 Informations of pineapple PHT1 family 


fr HERA HEF ba 
, 4 i : 氨基 酸 长 度 Sy i 跨 膜 域 TMD 
基因 名 称 基因 登录 号 染色 体位 置 “等 电 点 平均 疏水 指数 - 亚 细 胞 定位 
Amino acids 由 内 到 外 由 外 到 内 . 
Gene name Gene models Chromosome location pl GRAVY Subcellular location 
Caa) Inside to outside Outside to inside 
AcoPHT1.1 Aco006885.1 LG22:9508430-9510635 543 8.71 0.370 12 12 plas: 8 
AcoPHT}.2 Aco011795.1 LG08:11449533-11453045 570 8.83 0.237 11 12 plas: 8 
AcoPHT1.3 Aco010422.1 = .LG03:2246533-2253141 575 8.18 0.322 12 13 chlo: 14 
AcoPHT1.4 Aco010424.1 = LG03:2270969-2272548 499 8.78 0.297 10 10 cyto: 8 
AcoPHT1.5 Aco019942.1 — LG08:3660279-3667241 536 8.92 0.165 11 11 cyto: 7.5, cyto_nucl: 4.8 
AcoPHT1.6 Aco006808.1 LG01:21713182-21715159 513 8.97 0.403 12 12 chlo: 8 
AcoPHT1.7 Aco018671.1 LG14:4287229-4293836 573 9.03 0.298 12 12 chlo: 6 
AcoPHT1.8 Aco015346.1 LG20:10671451-10674300 602 6.24 0.113 12 13 cyto: 5, chlo: 4 
AcoPHT1.9 Aco018521.1 LG06:14397365-14400701 565 7.99 0.304 12 12 chlo: 6, plas: 4 


YE: chlo. 叶绿体 ，cyto. WX; cyto_nucl. 胞 浆 和 细胞 核 ，plas. 质 膜 。 
Note: chlo. Chloroplast; cyto. Cytosol; cyto_nucl. Cytosol and nucleus; plas. Plasma membrane. 


2.2 基因 结构 和 氨基 酸 基 序 分 析 


利用 MEGA 7.0 构建 聚 类 树 ， 发 现 菠 葛 PHTI 主要 分 为 三 个 聚 类 组 ， 其 中 AcoPHT1.8 和 AcoPHT1.9 
聚 在 一 组 ，AcoPHT1.6 和 AcoPHT1.7 聚 在 一 组 ， 其 他 5 AEE PHT 蛋白 聚 在 一 组 〈 图 1: A)。 基 因 结 构 
分 析 显 示 ，AcoPHTI 基因 含有 1~3 个 内 含 子 ， 其 中 含有 1、2、3 个 内 含 子 的 基因 数目 分 别 为 4、3 和 2， 


内 含 子 相位 类 型 (intron phase) 多 样 〈 图 1: B)。 使 用 MEME 软件 分 析 发 现 菠萝 PHTI EÉ 


含有 10 个 保 
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守 的 氨基 酸 基 序 ， 基 序 1 含有 保守 的 PHT1 蛋白 标签 GGDYPLSATIxSE， 存 在 于 所 有 9 个 菠 葛 PHTI 蛋白 
中 。 基 序 1~7 编码 跨 膜 功能 域 ，AcoPHT1.4 缺少 基 序 6， 其 跨 膜 功能 域 相对 较 少 。 和 蛋白 AcoPHT1.5 缺少 基 
序 8 和 基 序 9, AcoPHT1.8 和 AcoPHT1.9 缺少 基 序 10， 基 序 8~10 功能 未 知 (图 1: C, D). 
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` 编码 序列 Coding sequence c ” 上 下 游 序 列 Upstream/ downstream 
— 内 合子 Intron 012 内 合子 相位 Intron phase 
D Em 其 序 1 motif 1 TLCFFRFWLGFGIGGDYPLSATIMSEYANKRTRGAFIAAVFAMQGFGILA ATLOFERFWLGEGIGGDY ?LSAT IMSEZANKBTRGzF | AAVFaMQGEG| Le 

Go (42 motif 2 DYVWRIILMFGAVPAALTY YWRMKMPE TARY TALVARNAKQAAADMSKVL 引 zxWRILLMEGAYEAesTYYWRwsMEETARzTALVesNeseA4ADMaskVk 

E 基 序 3 motif 3 TFFFANFGPNSTTFIVPAEJFPARLRSTCHGISAAAGKAGAIVGAFGFLY 引 FFFAMFGPNSTTFLY2AEYFEARERSTC-G1SAASGKeGALYG4ESE15 

fa (4/74 motif 4 DVAKTQWYHFTAIVIAGMGFFTDAYDLFCISLVTKLJGRIY D=AgTQe] FEA] VIAGMGEF TOG / DLFGI ss Vanl eRe! 

m 。 基 序 5 motif 5 YGLFSREFLRRHGLHLLGTATTWFLLDIAFYSQNLFQKDIF 全 8SLESeEFsSRLGSSL8RT4ZIWESHDYA5YSSULEOQKR1E 

国 辐 。 基 序 6 motif 6 PGILPPNVSAAVNGVALCGTLSGQLFFGWLGDKLGRKRVYGITLLLMVLC Or eyVesAyyRYyAksGTbaGQLEF OWL ODE ORSSY GeTL re Myes 

EEE +7 motif7 WIPKAATMNALZEVYRIARAQTJIALCGTVPGYWFTVYFID WaloAss¥WAssExeossBagzy AbegTy GO! WeT¥ec 19 

GE 基 序 8 motif 8 GRFTIQLVGFFMMTVFMLGLAGPYHHWTT DRE | QeGEcwMzyEMErbAve vores 

Git 9 motif 9 FTFLVPETKGRSLEEMSGENE gTerycExwoeSlEEvsgees 

m 44/10 motif 10 VAJVVSAAFKDRYPAPAYADDPAGSTVPQ WonvySeeFseBesAleeeuPlaeS ius? 


图 1 Ye PHT] AURA (A), ÆA CB), BAER RSE (CD) 分 析 
Fig.1 Phylogenetic tree (A), the exon-intron structure (B), and conserved motifs (C, D) of PHT1 family in 
pineapple 

2.3 聚 类 分 析 

为 了 解 植物 PHT] 家 族 的 聚 类 及 进化 ， 使 用 拟 南 芥 、 水 稻 、 玉 米 、 大 豆 、 杨 树 和 菠 葛 的 PHTI1 EKE 
白 序列 ， 利 用 MEGA 7.0 软件 应 用 最 大 似 然 法 和 邻接 法 构建 系统 发 育 树 ， 两 种 进化 树 结果 相似 ， 文 中 选择 
最 大 似 然 法 的 结果 进行 展示 《图 2)。 结 果 显 示 ， 植 物 PHT1 蛋白 共 归 为 3 组 ， 分 别 为 双子 时 植物 组 、 单 子 
叶 植 物 组 和 单 双子 叶 植 物 混合 组 。 菠 葛 PHT) 主要 分 布 在 单子 叶 植物 组 中 的 亚 组 bc e 以 及 单 双子 叶 混 
合 组 的 亚 组 b 和 cto NTRS PHT1 蛋白 的 起 源 和 进化 ， 使 用 Circoletto 软件 对 拟 南 芥 、 水 稻 和 菠 葛 
PHT] 和 悍 白 序列 相似 性 进行 分 析 ， 图 3 结果 显示 绝 大 多 数 菠萝 PHT] 蛋白 与 水 稻 PHT] 和 蛋白 相似 度 较 高 ， 
这 些 和 蛋白 可 能 具有 共同 的 起 源 ， 如 AcoPHT1.1/AcoPHT1.2 与 OsPHT1.6, AcoPHT1.3/AcoPHT1.5 与 
OsPHT1.2, AcoPHT1.8/AcoPHT1.9 与 OsPHT1.10, AcoPHT1.4 与 OsPHT1.4, AcoPHT1.6 与 OSPHT1.11 县 
有 较 高 的 相似 性 ， 而 AcoPHT1.7 与 AtPHT1.3 具有 较 高 的 相似 性 。 
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图 2 6 种 植物 PHT1 家 族 系统 进化 树 
Fig.2 Phylogeny relationship of PHT1s in six plants 


SPT, , / 
OSPHT 1.6 t] 
OsPHT1.S 1 


彩色 连 线 表示 和 蛋白 序列 之 间 的 一 致 性 较 高 。 
Colored lines which connect two regions indicate syntenic regions. 
图 3 WAT ZK AAR PHTI 蛋白 序列 一 致 性 分 析 


Fig.3 Sequence similarity analysis of PHT1s proteins between Arabidopsis thaliana, rice and pineapple 


2.4 菠萝 PHTI1 家 族 基因 启动 子 顺 式 作用 元 件 分 析 


AcoPHT\.7 和 AcoPHT1.8 的 


还 存在 ABRELATERDI 
ELRECOREPCRP1 (W-box, TTGACC) 等 胁迫 响应 和 激素 响应 相关 元 件 。 


使 用 PLACE 软件 对 AcoPHTI1 基 
用 元 件 , 这 些 元 件 参 与 植物 生长 发 育 、 
和 AcoPHT1.7 的 启动 子 : 


因 上 游 1.5 kb 序列 顺 式 作 用 元 件 进行 分 析 (图 4), 发现 180 个 顺 式 作 
响应 激素 和 胁迫 信号 等 生物 过 程 。 AcoPHTI1.1、AcoPHT1.5、AcoPHT1.6 


存在 2~4 个 PIBS 元 件 (PHR1-binding site, GNATATNC)。OSE1ROOTNODULE 
(organ-specific elements of root nodules, AAAGAT ) 存 在 于 AcoPHT!1.1、AcoPHT]1.3、AcoPHT]1.4、AcoPHT!1.6、 


(ACGTG)、CACGTGMOTIF 


启动 子 中 ， 而 OSE2ROOTNODULE (CTCTT) 存在 于 所 有 9 个 AcoPHT! 基因 
启动 子 中 。 除 AcoPHTL.5 外 ，AcoPHTI 基因 均 含 有 至 少 1 个 W-box。 此 外 ， 菠萝 PHT] 家 族 基因 启动 子 中 


(CACGTG)、 LTREIHVBLT49 (CCGAAA). 


AcoPHT1.1 Se 
AcoPHT1.2 一 一 一 一 一 一 
AcoPHT1.3 — tt 
AcoPHT1.4 一 一直 | 一 
AcoPHT1.5 ee a a E "i———_”_. S, 
AcoPHT1.6 — C 
AcoPHT1.7 一 
AcoPHT1.8 SS 
AcoPHT1.9 和 RE JR JRJ 
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3 
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-1500 bp 
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图 4 J PHT! 基因 


局 动 子 顺 式 作 用 元 件 分 析 


Fig. 4 Analysis of regulatory elements in the promoters of AcoPHT1 genes 


2.5 miRNA 对 菠 葛 PHT1 家 族 基 因 的 调控 分 析 


miRNAs 在 转录 水 平和 转录 后 水 平 上 调节 基 


因 表 达 ， 在 植物 4 


长 、 发 育 、 成 熟 、 生 物 和 非 生 物 胁迫 反 


应 等 方面 发 挥 重 要 作用 〈Chen,，2009)。 本 研究 对 miRNA 及 其 PHT] 家 族 靶 基因 的 互 作 及 调控 关系 进行 预 


Wl], AcoPHT1.8 可 受到 miR2275f 的 裂解 抑 人 
AcoPHT1.2 可 受到 miR2673h、miR2673i、miR2673k 和 miR399d 的 转录 抑 


miR2673a、miR528a、miR528b 的 裂解 抑制 CK 2)。 
K 2 miRNAs KA PERUSE] 4coPB71 互 作 预 测 分 析 
Table 2 Analysis of interactive prediction between miRNAs and their targeted gene AcoPHT1 


Hil 42, AcoPHT1.9 可 


Hi], SF miR2673h, miR2673i, miR2673k 的 转录 抑制 调控 ， 


受到 


f REJEA ”期 望 值 非 配对 能 PEAL BUM 表达 抑制 模式 
miRNA Target gene Expect UPE Alignment Inhibition 
miR2275f-3p AcoPHT1.8 3 15.625 miRNA 21 ACUCUGUAACCUCCUUUUGUU 1 ZIAR HD h 
a Cleavage 
Target 1548 GCGGUCGUUGGAGGAGAACGA 1 568 
miR2673h-5p AcoPAT1.8 3 12.350 miRNA 21 GGCUUCUCCUUCUCUUUCUCU 1 HEK HI! 
Ss 2. Sse. S22 Translation 
Target 1556 UGGAGGAGAACGAGAAGGAGA 1 576 
miR2673i-5p AcoPHT1.8 3 12.350 miRNA 21 GGCUUCUCCUUCUCUUUCUCU 1 HEK HI h! 
Jeoba e sorer Seas Translation 
Target 1556 UGGAGGAGAACGAGAAGGAGA 1 576 
miR2673k-5p AcoPAT1.8 3 12.350 miRNA 21 GGCUUCUCCUUCUCUUUCUCU 1 HEK HI iil 
s onna Š aA tee Translation 
Target 1556 UGGAGGAGAACGAGAAGGAGA 1 576 
miR2673a-3p AcoPHT1.9 3.5 12.387 miRNA 21 GCGGAGAAGGAGCAGGAGCGU 1 3 eH) il 
全 全 Cleavage 
Target 1 159 GUCUUCCUCUUCGCCCUUGCA 1 179 
miR2673h-5p AcoPAT1.2 3.5 11.158 miRNA 21 转录 抑 幅 


Translation 
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miR2673i-5p AcoPHT1.2 


miR2673k-5p AcoPHT1.2 


miR399d-5p AcoPHT1.2 


miR528a-3p AcoPHT1.9 


miR528b-3p AcoPHT1.9 


3.5 


33 


3.5 


3:5 


3.5 


11.158 


11.158 


23.841 


8.160 


8.160 


Target 81 
miRNA 21 


Target 81 
miRNA 21 


Target 81 
miRNA 22 


Target 1653 
miRNA 21 


Target 1555 
miRNA 21 


Target 


GUGCAGAAGAGAAGAAAGAGA 101 


GGCUUCUCCUUCUCUU 


GUGCAGAAGAGAAGAAAGAGA 101 


GGCUUCUCCUUCUCUU 


UCUCU 


UCUCU 


GGAGUCGAAGGGAAAGUCGCUCI 674 


CCACCUUCUCCGUUCGUGUCC 


GGAGGAGGAAGCACGCACAGG 1 575 


CCACCUUCUCCGUUCGUGUCC 


1 


1 


1 


1 


转录 抑 种 


Translation 


转录 抑 种 


Translation 


转录 抑 种 


Translation 


Fe eM 


Cleavage 


Fe eM 


Cleavage 


1555 GGAGGAGGAAGCACGCACAGG 1 575 


TE: = 表示 完全 匹配 ; -表示 不 完全 匹配 。 


Note: = means complete matching; - means incomplete matching. 


2.6 菠萝 PHT] 家 族 基因 的 组 织 表达 分 析 


HTH PHTI 家 族 基 
家 族 基因 在 根 、 叶 、 花 和 果实 等 器 官 的 表达 ( 


因 在 植物 不 同 组 织 器 官 中 的 表达 ， 从 菠萝 基 
图 5)。 发 现 除 AcoPHT1.6 4h, F 


因 组 数据 库 中 下 载 并 分 析 PHT1 
余 8 个 AcoPHTI 基因 在 不 


同 组 织 中 均 检 测 到 表达 。 其 中 ，AcoPHT1.4 和 AcoPHT1.9 在 4 类 组 织 中 均 有 表达 ，AcoPHT1.1 在 除 部 分 叶 
片段 外 的 组 织 中 表达 ，AcoPHT1.7 和 AcoPHT1.8 主要 在 叶 组 织 中 表达 ，AcoPHT1.7 在 花 组 织 中 表达 。 
AcoPHT1.2 仪 在 花 组 织 中 检测 到 较 高 表达 。AcoPHT1.3 和 AcoPHT1.5 主要 在 花 、 叶 部 分 片段 、 根 和 果实 成 


熟 不 同 阶段 的 组 织 中 表达 


不 同 的 PHTI 基因 可 能 在 不 同 的 组 织 或 发 育 阶段 发 挥 作用 。 


AcoPHT1.1 


AcoPHT1.2 


AcoPHT 1.6 


AcoPHT 1.3 


AcoPHT 1.5 


AcoPHT 1.4 


AcoPHT 1.7 


AcoPHT 1.8 


AcoPHT 1.9 


Seg1 


叶 Leaf 


Seg2 Seg3 


图 中 颜色 越 深 表示 基因 相对 表达 水 平 越 强 ; 


Stage5. 果实 的 不 同 发 育 阶 段 。 


Blocks with dark colors indicate increased expression levels; The gradually change of the color indicates different level of gene 


Seg4 Seg5 


果实 Fruit 


化 
Seg6 Stage1 Stage2 Stage3 Stage4 Stage5 Flower 


根 
Root 


。 这 些 特征 表明 ， 菠 葛 PHT] 家 族 基因 具有 组 织 表 达 特 异性 ， 且 存在 功能 元 余 ， 


颜色 的 变化 表明 log, 基因 的 表达 水 平 不 同 ; Segl~ Seg6. 叶 的 不 同 节 段 ; Stagel~ 


log2-transformed expression; Seg1-Seg6. Leaves at different segments; Stage1-Stage5. Fruits at different development stages. 
图 5 PES PHT 家 族 基 因 组 织 表达 特征 
Fig.3 Expression profiles of PHT1 family gene in different tissues of pineapple 


3 讨论 


植物 根系 通过 PHT 和 蛋白 调控 土壤 磷 素 吸收 ， 并 转运 到 其 他 部 分 。 本 研究 从 菠 葛 基因 组 中 鉴定 到 9 个 
PHT] 家 族 基 因 。 菠 葛 中 PHTI 家 族 基 因数 目 与 拟 南 芥 (9 个 ) (Mudge et al., 2002)、 番 茄 (8 个 ) (Chen et 
al., 2014) 相当 ， 略 少 于 水 稻 (13 个 ) (Liu et al., 2011)、 大 豆 (14 个 ) (Fan et al., 2013). R (14 个 ) 

(Sun et al., 2017)、 杨 树 (14 个 ) (Zhang et al., 2016). Bitta (Gossypium hirsutum) (17 个 )〈 晃 毛 妮 等 ， 
2017), 明显 少 于 小 麦 (Triticum aestivum) (36 个 ) (Teng et al., 2017)。 一 些 物 种 中 大 量 PATI 基因 的 存在 ， 
反映 了 在 进化 过 程 中 发 生 的 广泛 的 基因 重复 和 多 样 化 ， 是 基因 组 不 断 扩 展 和 重新 排列 的 结果 。 系 统 发 育 可 
以 作为 推断 物种 间 蛋 白 结构 和 功能 变化 的 依据 。 本 研究 中 ， 植 物 PHTI1 主要 分 为 单子 叶 植物 组 、 双 子叶 植 
物 组 和 单 双 子叶 组 三 类 ， 植 物 PHT1 家 族 进化 分 组 与 物种 有 明显 的 相关 性 。 大 多 数 菠 葛 PHTI 蛋白 与 水 稻 
PHT! 蛋白 相似 度 较 高 ， 亲 缘 关 系 较 近 。 单 双子 叶 植 物 混 合 组 中 的 PHT] 成 员 可 能 属于 更 古老 的 基因 ， 在 
单 双子 叶 植 物 进 化 分 开 后 ， 通 过 基因 复制 进一步 扩展 出 双子 叶 植 物 组 或 单子 叶 植 物 组 新 成 员 。 

顺 式 作用 元 件 通 过 与 反 式 调 节 因子 的 相互 作用 调节 基因 的 表达 ,在 基因 功能 发 挥 中 起 决定 作用 。P1BS 
为 植物 基因 上 游 的 PHR1 识别 序列 ， 控 制 磷 胁迫 响应 基因 在 根 中 的 表达 和 对 低 磷 胁迫 的 响应 (Rubio et al., 
2001). OSEIROOTNODULE 和 OSE2ROOTNODULE 为 根瘤 感染 细胞 中 基因 启动 的 两 个 器 官 特异 性 元 件 

(Vieweg et al.，2004)， 这 两 个 基 序 是 根瘤 感染 细胞 启动 子 活性 所 必需 的 (Stougaard et al., 1990). 
WBOXNTERF3 (W-box, TGACY ) 在 植物 磷 吸 收 和 响应 胁迫 过 程 中 起 作用 (Nishiuchi et al., 2004; Devaiah 
et al., 2007). ABRELATERD1, CACGTGMOTIF. LTREIHVBLT49, ELRECOREPCRPI 属于 胁迫 响应 和 
激素 响应 相关 元 件 (Dunn et al., 1998; Eulgem et al., 1999; Chakravarthy et al., 2003 ) 。 本 研究 分 析 发 现 ， 一 
些 AcoPHTI 基因 启动 子 区 含有 磷 胁 迫 相 关 元 件 PIBS， 这 些 基因 受 PHR1 转录 因子 调控 ， 可 能 在 磷 的 吸收 
和 利用 过 程 中 起 作用 (Rubio et al., 2001)。 一 些 基因 启动 子 区 含有 OSEROOTNODULE， 这 些 元 件 存在 于 
根瘤 活化 的 基因 启动 子 中 ， 可 能 在 菌 根 真菌 与 植物 共生 过 程 中 促进 植物 营养 元 素 吸 收 有 关 。 大 部 分 菠 葛 
PHTI 基因 启动 子 区 含有 多 个 W-box, 而 WRKY 转录 因子 能 通过 结合 W-box 启动 基因 的 表达 , 在 植物 的 磷 
饥饿 响应 和 应 对 多 种 胁迫 过 程 中 起 作用 (Devaiah et al., 2007; Xie et al., 2018 )。 菠 葛 PHTI1 家 族 基因 启动 
子 区 含有 大 量 与 植物 生长 发 育 、 响 应 激素 和 胁迫 信号 相关 的 顺 式 作 用 元 件 ， 说 明 该 家 族 基 因 受 多 种 信号 调 
控 ， 在 植物 生长 发 育 、 应 对 环境 胁迫 过 程 中 发 挥 作用 。 
基因 组 织 特异 性 表达 与 基因 的 功能 密切 相关 。 菠 葛 PHT1 家 族 蛋 白 均 含有 多 个 跨 膜 结构 域 ， 可 定位 于 
多 种 细胞 器 膜 上 ， 其 在 特定 组 织 中 的 表达 ， 表 明 其 功能 的 特异 性 与 多 样 性 。 植 物 PHTI 基因 表达 受 环境 盔 
素 含 量 和 水 分 条 件 影响 (Mudge et al., 2002; Sun et al., 2017). 研究 表明 , PHT] 家 族 基因 受 低 磷 诱 导 表 达 ， 
在 植物 营养 元 素 吸收 过 程 中 起 作用 。OsPHT1.3 受 OsPHR2 直接 调控 ， 低 磷 胁 迫 下 ， 其 在 幼 叶 和 蔗 基 部 的 
表达 高 于 根 和 老 叶 ，OsPHT1.3 介 导 了 水 稻 对 磷 的 吸收 、 转 运 和 再 利用 ， 过 表达 OsPHT1.3 增强 了 植物 根 和 
茎 对 磷 的 吸收 (Chang et al., 2019). OsPHT1.2 和 OsPHT1.3 在 植物 体内 存在 物理 互 作 关系 (Chang et al., 
2019). AcoPHT1.1, AcoPHT1.3, AcoPHT1.5 和 AcoPHT1.9 在 菠 葛 根 组 织 中 检测 到 表达 ， 这 些 基因 可 能 在 
根 的 生长 或 某 些 功 能 的 发 挥 中 起 作用 ， 如 磷 的 吸收 。AcoPHT1.1、AcoPHT1.4 和 AcoPHT1.9 在 菠萝 多 个 组 


织 器 官 中 均 检 测 到 表达 ， 这 些 基 因 可 能 参与 了 植物 多 种 生命 过 程 。 
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